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本研究では、 C57BL/6]マウスの 14B柱、 17日匹、新生児、 1選齢、 8週齢の組織が使用された。 Total
RNAは8週齢の組織から抽出されたo in situ hybridizationのために、組織サンプルが密定されパラフィン包
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埋ブロックが作成された。マウス日:nklantisense RNAをl弓定するために、FirstChoiceRLM-RACE kit (Ambion) 
を使用して 5'RACEが行われた。増幅された PCR産物の塩基配列を確認するために、シークエンス解析が行
われたo Northern blotによる転写産物の解析には、ヤラベル化antisenseまたは sensecRNA probeが合成さ
れハイブリダイゼーションに使用された。検出は X線フィルムへの感光によって行われた。mRNAと
antisense RNAの発現を区別して定量するために、 strand-specificなprimerを使用して cDNAが合成されリア
ルタイム PCRが実施された。 lnsitu hybridizationによる組織上における発現部位の解析には、 digoxigeninラ
ベル化antisenseまたは sensecRNA probeが合成されハイブリダイゼーションに使用された。検出は NBT/
BCIPシステムによって行われた。マウス脳に発現する sense/antisenseRNAの検出には、 C57BL/6]マウスの
脳から抽出した To回IRNAが使用された。 Microarray解析には、 Agilent44 K x 4 mouse sense/antisense custom 
microarray slide (Design lD = 021137)が使用された。
(結果)
マウスにおける Pinklantisense RNAの発現を検出し、配列を決定するために、 5'RACE法とシークエンス
解析が実施された。その結果、キャップ構造をもった様々な antisenseRNAが乃ηklexon 8あるいは f石川l
exon 8の下流領域から転写されていることが明らかにされた。またマウス乃ηklantisense RNAはヒトの場合
のように、近隣遺伝子のDdost領域から転写されているものがあることが明らかにされた。乃ηklantisense 
RNAのサイズを詳細に知るために Northernblot解析が行われた。 sensecRNA probeを使用して Northernblot 
が行われ、様々なサイズの antisenseRNAが検出された。興味深いことに、約 350baseの位置にシングルバ
ンドの antisenseRNAが検出された。これらの乃;nklantisense RNAを定量するために、 strand-speci五creal嶋
time PCRが実施された。その結果、 antisenseRNA発現量はmRNA発現量の約 70%ほどであることが明らか
にされた。月nklantisense RNAの組織上における発現部位を調べるために、発生ステージにおけるマウス脳




マウス脳に発現する sense/antisenseRNAの網羅的解析から、 sense側 16216個、 antisense側 10403偲の発
現が認められた。これらのうち、 sense/antisensepairで発現しているものが9129個存在した。この 9129個






PINKl natural antisense RNAを標的にする siRNAはPINKlmRNAのスプライシングノくリアント (svPIA夜1)
をdown-regulationすることが報告されている。細胞内において PINKlnatural antisense RNAはsvPINKlの安
定牲に関与していることが結論づけられている。マウスにおいて PinklmRNAを標的にする siRNAはヒト
の場合同様に乃・nklmRNAのdown-regulationを誘導することが報告されている。これらの知見から、本研究
で発見された乃・nklnatural antisense RNAも月nklmRNAの安定性へ関与していることが予想された。
マウス脳に発現する sense/antisenseRNAの網羅的解析から、非営に多くの遺伝子から antisenseRNAが発
現していることが明らかにされた。また、他のパーキンソン病関連遺伝子Parkin、Uchll、Lrrk2、Atp13a2
遺伝子に antisenseRNA発現が確認され、これらの antisenseRNAがパーキンソン病発症に関連する可能性が
示唆された。
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審査の結果の要旨
本研究では、マウス脳における丹inklのantisenseRNAの同定、乃れたlのantisenseRNAの詳細な構造や発
現部位の解析がなされ、マウス Pinlzl遺伝子の反対鎖倒から antisenseRNAが発現していることがはじめて
証明された。また、マウス脳には非常に多くの antisenseRNAが発現し、 Pink1以外のパーキンソン病関連
遺伝子にも antisenseRNAが発現することが明らかにされた。これらの研究成果は、パーキンソン病の発症
メカニズムを解析する上で重要な知見であり、高く評価される。
よって、著者は博士(涯学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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